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内分泌臓器 の 動物 に お ける移植実験は, 甲状腺, 上
皮小体, 副 腎な どに つ い て は既 に い く つ か 報告され て
い る
1ト 3)
｡ こ れ らの 多く は筋肉, 皮下組織, 肝, 脾
, 腸管準膜 な どに 内分泌臓器 を im pla nt する の み で
移植が 可能 である｡ 膵臓 に お い て も im plantatio n に
よ る移植が ラ ッ ト マ ウス に おい て 試み られ て い るが,
移植 され た膵臓は, 崩壊排除が ひ どく , 一 般に完全 な
る移植 は困難で あ る こ とが 指摘 され て い る4)5) ｡ さ ら
に Liliebei ら6)は 犬の 膵臓移植に おい て, 移植膵の 外
分泌組織に は著 しい 崩壊が お こ るが , ラ ン ゲ ル ハ ン ス
島 (以 下ラ 島と 略す) は正 常に 維持さ れ て い る こ と を
組織学的に 認め た｡
一 方, 膵臓よ り ラ島を分離す るた め の試み が なさ れ,
1964年 H elle rstr8m 7) は, fr e e-ha nd mic r odis sec -
tio n に よ っ て ラ島を分離す る方法 を, ま た, 1965年
M o sk ale w ski8) は, 膵臓 を C O11agen a s eで 処理 し,
膵外分泌組織 を消化 しつ つ ラ 島を分離す る方法 を報告
して い る｡ その後 La cy ら9) は膵管内へ Ha nks 液
を加圧 注入 し, 外分泌組織 を膨化さ せ た後, C Ollage n-
a s e で処理 して得た ラ島は形態学的 にも機能的に も分
離以前の も の と変 らな い と述 べ てい る｡ さら に Ballin ･
ge r ら
10)
は, La cy らの方法に よ っ て分離 した ラ ッ ト
の ラ 島を糖尿病ラ ッ トキこ移植 し, 糖尿病が 改善 され る
こ と をみた｡ その後, ラ島の in vitr o 培茸 なら び に 培
襲ラ 鳥の移植実験 が試み られ つ つ ある が11)
12三 者者も
培餐に よる ラ島の 長期保存法, 培餐 ラ 島の イ ン シ ュ リ







1) 実験韓具お よ び滅菌法
ラ島の 培養 に 際 し, 実験器具 は す べ て 滅菌 した もの
を用い , 操作 は膵摘出の 段階 より無菌的に 行 な っ た｡
ラ ッ トよ り膵摘出の 際に使用 した手術用器 具, お よび
ミ リポ ア フ ィ ル タ ー (0.45/J 孔径) は高圧 滅菌 (120
℃, 20分間) し, シ ャ ー レ , 三 角フ ラス コ , ビ ー カ ー
円錐形メ ス シ リ ン ダ ー , ピペ ッ ト, ミク ロ ピペ ッ ト,
パ ス ツ ー Jレビ ペ ッ ト等の ガ ラ ス 器具 は乾熱滅菌(160℃
1時間) した｡ さ ら に ゴ ム 栓 はガ ス 滅菌 (10%ア セ チ
レ ン オ キ サイ ドガ ス , 5時間) したも の を使用 した｡
2) 実験動物
膵臓摘出, お よ び培養ラ島の 移植 に は, 体重200- 300
g の W istar 系ラ ッ トを用い た｡
3) 膵組織消化用酵素
摘出膵 の消化 に用 い た C Ollage n a s e( Type Ⅳ,
W o rthingto n Bio che mic al Corpo r atio n)は, 使用時
に40mgを Ⅲ a nks 液 5Ⅱlヱに 溶解 し, ミリ ポ ア フ ィ ル タ
ー で加圧濾過滅菌 した｡
4) 膵臓摘出と ラ 島の 分離
ラ ッ ト を エ ー テル 吸 入麻酔後, ヒ ビ テ ン 液で 全身消
審 し, 開腹 した ｡ La cy ら9)の 方法 に な らい , 総胆管の
十二 指腸開口 部 を結致 した後, 岡本 ら
13)の 方法に よ っ
て , 肝管の 最終合流部よ り21 G- 23 Gの 翼状針 ( 2段
階に屈曲さ せ て使用)を挿入 , glu c o s eを60Ing/dR濃度
に 含む H a nks 液20mEを注入 した｡ こ の 際, Ha nks
液を十分注入する こと によ り膵全体を水腫状に膨化させ た
(P hoto. 1,2)｡ 腸管を損傷しな い ように 注意しながら, 周
囲の 脂肪組織をでき るだ け排除して, 膨化した膵体部およ
び尾部を鋭的に摘出した｡ 摘出し た膵を直ち に20 - 30m〟
の 冷却した 日 a nks 液で 洗浄 し, 浮遊傾向の ある部分
はで き るだ け除去 した｡ さ ら に , 摘出膵 を限科用 ク ー
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パ ー を 用 い て細 かく切 りなが ら20m藍啓三 角フ ラ ス コ に
入 れ た｡ 細切後, 無菌箱内で 8mg/meの C Ollage n as e
を加え, ゴ ム 栓で 密栓 した三 角 フ ラ ス コ を, 37 ℃で
m etabolic shake r に か け150～ 200 回/ 分の shak ing
inc ubatio n の も と に, 組織片を15～ 20分間消化 した｡
時々 消化状態を観察し, 一 様 に泥状 に な っ た時消化を
終了 した｡ Shak ing in c ubatio n を終え た泥状液 を無菌
的 に 50m〟容 メ ス シ リ ン ダ ー に 移 し, 30Ⅲgの W ar m
H a nks液 を加 え て 静か に 擾拝 し, 1 - 2分間静置した
後,上 溝部 を約25mR吸引で 除去 した｡ 次 い で再 び w ar m
H a nks液 を加え , ラ島附着物を洗 い 取る よう に 駒込 ピ
ペ ッ トでや や強く 攫拝 した｡ 1 ～ 2分 間静置 した後,
浮遊物 を含め その 上清 を吸引除去 した ｡ 同様の 操作を
W a r m Ha nks 液で 4回洗浄後, C Old Ha nks 液 で更
に 4 回洗浄する こ と に よ り, 残存す る C Ollage n ase お
よ び膵外分泌組織を ラ島より 除去 した｡ 最終洗浄で得
られ た ラ島を含む沈澱物 を少量 の C Old Ha nks液 に 懸
濁 し, こ れ を冷却した滅菌 シ ャ ー レ に移 して, 鏡検し
なが らラ 島を確認 し, 採取 して 培養に 供 した｡
5) ラ島の 培養法
培養液は20% 牛胎児血清を加 えた Dulbec c o modif-
ied Eagle 培地 に , ペ ニ シ リ ン G lOO単位/mE, ス ト レ
プ ト マ イ シ ン 100〟g/mゼを添加 して, 基礎培地と した｡
培養に は常に17m m径の m ulti･dish tray ( Limbr o,
24穴, 滅菌済) を用 い た｡ m ulti-dish tr ay の各 w ell
に 基礎培地 を1m七人 れ,単離さ れ た ラ島を毛 細管 ピペ ッ
トセ2個づ つ 入れ て,37 ℃, 5% 炭酸ガ ス 培養恒温 器 で
静置培養 し,培地の 交換 は3 日 ごと に無菌箱内で行な っ
た｡ こ の 際パ ス ツ ー ル ピペ ッ ト を用 い て 注意深く培養液
を吸 引する こ と に よ り, ラ島 をま っ た く損ね る こ と なく
容易に 全培養液 を交換す る こ とが でき た｡ 交換した培
地は hsulin を測定す るた め - 20 ℃に 保存 した｡
6) in sulin 測定
ラ 島の 培義 に 際 し, 培地中に 放出さ れた in sulin の
測定は, 培地を1 0倍 に稀釈 したう え, P hadeba s insulin
te st ( s olidpha s e m ethod) に より 定量測定 した｡
7) 培養 ラ 島の 形 態学的, 組織学的観察
倒立型培養顕微鏡, 位相差頗徴鏡 ノ マ ル ス キ ー 式微
分干渉顕微鏡 を用 い て培養ラ島 を形態学的に 観察した ｡
倒立 型 培養顕微鏡観察に お い て は, m ulti･dish tray
を ス テ ー ジの 上 に の せ鏡検し, ま た位相差顕微鏡, ノ
マ ル ス キ ー 式微分干渉顕微錬観察 に お い て は, 培養 ラ
島 を毛細管 ピペ ッ トでス ラ イ ドガ ラ ス の 上 に 採取 し,
カ バ ー ガラ ス をか け て鏡検 した｡
培養 ラ 島の組織学的観察の た め に は, ラ島 をパ ラ フ
ィ ン 包増 し, 組織切片を作製して , へ マ トキ シ リ ン .
エ オ シ ン (H E) 染色また はア ル デ ヒ ド フ ク シ ン ( A
F) 染色 (Go m o ri 原法の 藤田変法) を施 して, β 細
胞等の 検索 を行 な っ た｡
2 . 実験結果
1) 単離ラ島の培養
C Ollage n a s e処理 に よ り単離され , 冷却シ ャ ー レ に
集め られ たラ島 を暗視野で双 眼実体顕微鏡で鏡検 する
と, ラ島 は球形 ない し堵円球形を呈し, 充実性ある米
粒の 外観 を呈 して い た(P boto, 3)｡ こ れ ら単離 した ラ
島を毛細管 ピペ ッ トで採取し, 基礎培地で の培養 に 移
した ｡ m ulti･dish tr ay に 移 した ラ 島の 形態 を確認す る
ため に , 倒立型培養顕微鏡で観察す ると , 分解直後の
ラ島は被膜の 一 部損傷 した もの や, 外分泌組織の 一 部
を付着 し たも の が み られ たが , おお むね 半透明, 表面
平滑で正 常な ラ島が単離され た(Pboto. 4)｡ かか るラ
島を培養 する と, 培養後3 日以内に ほと ん どす べ ての
ラ島は球形 に な り, その 周辺 部の 構造は分離直後の も
の に 比 し, よ り平滑とな り, 一 見被膜の 強敵化が起 っ
たよ う に 観察され た｡ 分 離時に 一 部損傷を受 けた ラ島
も多く は修復され た 形で 培養さ れた ｡ ま た付着 して い
た外分泌組織は, ラ 島よ り剥離して い た (Pboto. 5)｡
これ ら ラ 島 はプ ラス チ ッ ク表面に 定着す る こ と な く,
浮遊状態 で培養さ れ た｡
培養10 日目前後に 2偶の ラ島が融合す る場合が見ら
●
れ(P ho h 6), 培養の 経過に とも な い 1偶の ラ 島に な
るも の も観察され た｡ い っ たん球形を呈した 培養 ラ島
は以 後の 培養に お い ても 形態的に は大き な変化を示 す
こと は なか っ たが , 培養4週目頃よ り, ラ島の あ るも
の で は, 中心部 に 不透明な部分 の 出現が認め られ るよ
う に な っ た (Photo. 7 , 8)｡ か かる不 透明部分は, 以
後の 培養 日数経過に とも な い 大き さ を増す傾向に あり,
培養ラ島の 中心 部よ り壊死 が起 っ た もの と考え られ た｡
また い く つ かの W ellに お い て, 培養に 用 い た ラ 島の
他に , 小型の ラ 島を思わせ る細胞集塊の 形 成が み られ,
培養70 日 頃に はか なり明 瞭 な形態 を示す よ う に な っ
た (P boto . 9 , 10)｡ こ れ らの 事以 外に は, 位相差顕 微
鏡ま た は ノ マ ル ス キ ー 式微分干渉顕微鏡を用 い て の 培
養ラ島の 微細構造お よ び表面 形態の 観察で, 分離直後
の も の と著る し い 変化は認 められ な か っ た｡ 培養 4 週
後の 位相差 顕微鏡の 強拡大 に お ける観察で はラ 島の 表
面よ り上 皮性細胞の 増殖が み られ, ま た ラ 島細胞内に
分 泌斯粒が存在し, Ander s so nら14)の 報告と 一 致 す る
所見 で あ っ た｡ ノ マ ル ス キ ー 式微分 干渉顕微鏡に お い
て はラ 島細胞は明 瞭に 輪廓さ れ て観察さ れた (Photo.
11, 12, 13, 14)｡
長期培養実験は80 日で 打ち切 られ た｡ こ の 時点に お
76 小
け る ラ 島は, 中心 部の 不透明部分 の 進行 は著 しか っ た
が, ラ島その もの に崩壊は まっ た くみ ら れ ない と こ ろ
か ら, 3 日間隔で の 培地交換で更 に 長期培養も可能で
あ る と考えら れた ｡
2)･ 培養ラ 島の ins ulin 産生
ラ島の 長期培養に お い て, in s ulin産生 を調 べ る ため
に , 3 日間隔で交換した培地に 含 まれ る in s ulin を定
量測定 した ｡ その 結果は Fig. 1 に 示 す ごと く, ラ島
2個あ たり 産生され る in sulin 量 は1097～ 1434JJU/mE
の 範囲で, 80 日間の培養期間 をと お して ほ ぼ 一 定で あ
っ た (Fig- 1)｡ この こと は, 単 離ラ島が 長期間の 培養
中 山s ulin を産生 し続けて お り, か つ そ の 産生す る活
性 に お い て分離直後の もの と同 じで あ る こと を暗示 し
て い る｡ そ こ で こ の こ とを確認す る ため に , 分離直後
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そ れ ぞれ の ラ島 を毛細管 ピペ ッ トで採取 し, 新ら し
い基礎培地1 m£を入 れ た m ulti-dish tray の 各 w ell
に 2個 づ つ 移 した｡ 37 ℃, 5 % 炭酸が ス 恒温器 で , 1
日間, 2 日間, 3 日間, 4日 間, 培地 の 交換な しに 培
養 し, 培地中に 産生さ れた hs ulin 量 を測定した ｡ そ
の 結果を Fig. 2 に 示 す｡ い づ れの ラ 島の 場合も培養
日数に と もな い , 培地に 蓄積 され る in sulin 量 はほ ぼ
直線的に 増加 した ｡ しか し, insulin 産生率 を比較 する
と, 分離直後の ラ 島で やや 高く, 30 日培養, 60 日培養
後の ラ島の 順で若干低下す る傾向 に あ っ た (Fig. 2)｡
ラ島を毛 細管 ピペ ッ トで採取 す る際, でき る だ け大き
さが 均 一 に な るよ う に 注意 したが , 長期間培養の ラ島
を採取す る場合, 個数を そろ え るた め に か な らず しも
大き さ を均 一 に 選 ぶ こ と はで き なか っ た｡
こ れ ら の 結果か ら, 培養に よ っ て長期間維持 され た
ラ島は, 分離直後の も の に比較 して in sulin 産生能は
若干低下す る傾向を示 すが, 少なく と も80 日間の 培養
に お い て, in sulin 産生能は本質的に 変化す る こ と なく
保持さ れ ると 考え られ た｡
次に , P boto. 9 およ び10 で 示 した小 型 ラ島様の 細胞
集塊に つ い て , in s ulin の 塵生能を検討 した｡ 培養75 日
目 に 親ラ島の み を毛細管 ピペ ッ ト で 除去 し, 残 っ た細
胞集塊 を Ha nks 液で洗 っ た後, 新ら しい 基礎培地 を
加 えて培養 した｡ 3 日 ご とに 培地 を交換 し, 培地中に
含まれ る in s ulin を測定 した｡ そ の 結果, 最初の 3 日
間の培地に は15.5FLU/mEの in sulin が 含まれ; 2 回目
で は 7〃U/舶 , 3回目で は4/ノU/皿セと培 地交換 ごと に
産生 in s ulin 畳 は減少し, その 後は ins ulin を検 出し
得な くな っ た｡ こ の こ と は新生 の 細胞集塊 は強い insu -
1in 産生能 をも たず,形態的に は小 型 ラ島の ご とく観察
さ れ るが,instllin 産生細胞であるβ細胞を含 まな い 細
胞乗塊である と考 えられ た｡
3) 培養ラ島の 組織学的観察
A F染色 で観察す る と, 分離直後の ラ島は青紫色に
濃染した顆粒 (A F可染顆粒) を有す るβ細胞が 一 様
に 分布 して い た ｡ 一 方, H E染色で観察す る と, 培養
4週後の ラ島 は, 分離直後 (P boto.1 5) と ほ ぼ同様
の 像 を示 し, ごく 一 部の 細胞質内に は小 空胞 を認め る
が 大部分の 細胞で は核の 膨化 や細胞質の変性 を認 めな
か っ た｡ A F染色で は青紫色 に 濃染 した顆粒 を有す る
β細胞 をラ 島内に 多数認 めた (Photo. 16)｡
前述した , 4週間以 上培養さ れ たラ 島の 中心部 に み
られ る不透明な部分 は, H E染色標本での 観察で , 中
心部壊死 の所見で あ っ た｡ しか し周辺部 は正 常な細胞
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3. 小 括
Dulbe c c o
'
s m odified Eagle M E Mに20% 牛胎児血
清を含む培養液を基 礎培地と し, m ulti-dish tr ayを用
い て, 単離 ラ 島の80 日間の 長期培養を行 な っ た｡ か か
る培養ラ島は培養が長期に な る に した が い ,in s ulin 産
生能が若干低下す る傾向を示 したが , 全期間を通 じほ
ぼ 一 定の in sulinを培地中に放出して い た｡ 形態学的
に は培養に 移 した ラ 島は被膜に 強靭化が み られ る他は
著 し い 変化を認め な か っ た｡ しか し, 培 養4過日噴か
ら中心 部 に壊死 が起 こ り始める ラ島が み られ た が, i‡1
sulin 産 生 に お い て あま り大き な影響が な い こ と か ら,




ラ島のin s ulin 産生 は glu c o s eの 濃度に 依存す る こ
とが 知られ て い る15)の で, 培地中の glu c o s e濃度を変
え. 培養 ラ島の in s ulin 産生能 を検討 し, 更 に glu c a-
go n( Sigm a C he mic al Ca npa ny ) 添加時の培養
ラ島の in sulin 産生能に つ い て も検討 した｡
1 . 実験方法
1) 培地中へ の in s ulin 放出
同 N ラ ッ トよ り分離 した ラ 鳥を Dulbe c c o培地お よ
び glu c o s e演度を 100mg/dEに 低下さ せ た m odified
Dulbe c ccf培地で培養し, 両培地中の in s ulin量 を測
定 , 比較 した｡
2) sho rt tim ein c ubatio n に よ る in s ulin 分泌実
験
ラ島 を分離直後群, 1週間培養群 , 2週間培養群に
わ け検索 を行 な っ た｡ 分離直後群 は, ラ 島分離後 0.2
%bo vine albu min(A bm o u rP ha r m a c e utic al Cor-
poration, C hic ago, U .S .A) を添加 した glu c os e60
mg/dE含有の H anks 液 に て 1 時間 pr ein c ubatio n を
行な っ た｡ 1週間, 2週間培養の 各々 の ラ 島を, 双 眼
実体顕微鏡下に ラ 島培養用 の m ulti-dish tray を置き,
毛細管 ピペ ッ トで 1個づつ ひ ろい , 上記 albu min お
よ び glu c o s e含有 Ha nks 液を加え, 2時間 pr ein ･
c ubatio n を行な っ た｡ か くて . 各群それぞれ5個の ラ島を
te st m ediu m O.5m戚含有小試験管内に 入れ , 95% 02 ,
5%C O2 を通気後, 90分間37 ℃の 水浴槽中に て70 - 80
回/ 分の Shaking inc ubatio n を行ない , 培地中 に放
出さ れ た in s ulin畳 を P hadeba sin s ulin te st (SOlid
pha se m ethod) に て測定 した｡
in s ulin 分泌用培地(te st m edium)と して, Eagle
'
s
M E Mお よ び Kr ebs-R inger bic a rbon ate を使用 した｡
ま ず Eagle
'
s M E M使用 の場 合,0.2% bo vin e al bu -
min 存在下で , 添加す る glu c o s elOOmg/dE群, 300
mg/de群 また は glu c ago nlOILg/mE +glu c os elOOmg/de
群の 3種類 をte st m ediu m と して 用 い た｡
一 方, K
ebs-Ringe rbic a rbo n ate 使用 の 場合は, 0.2% bo vine
al bu min , 5m M gluta mic a cid, 5m M pyr u vic a cid,
5m M fu m a ric a cidを添加 した もの を bas eと し,
glu c os e漬度 を60mg川ゼ群, 300mg/〔ユ曙ほ た は gI∝ a ･
go n lO/Lg/mR + glu c o s e60n-g/d-e群の 3種類に つ い
てin sulin 産生 を比較 した｡
2 . 実験結果
1) glu c o s e刺激に よる培養ラ 島の in s ulin産生能
3 日間隔 で 測定 され た培地中の ins ulin 畳 は, glu c･
os e膿度 450mg/de群で は 100mg/dE群に 比 し約1000JJ
U /鵬 程高 い 値 を示 した｡ しか し,9 日間の 培養期間中,
そ れ ぞれ の 両培地中に 放出さ れた in s ulin 量は有意の
差 を示 さ ず, かか る方法で 測定さ れた培養 ラ島の gItl
-
c o s e刺激に よる ins ulin 産生能 は, こ の 期間中有意
の 変動が認め られ な か っ た (Tablel)｡
2トsho rt tim ein c ubatio n に お ける培養ラ 島の
glu c o seま た はglu c agon 刺激効果
glu cos e 漉度の in sulin 産生 に 及 ぼす 影響を培養ラ
島の Short tim e inc ubatio n で測定する と, Eagle
7
s
M E M, Krebs-Ringer bic a rbo n ate いづれ の te st m e
･
Table l. In sulin secretio n ability of islets of La nge rhan S Stim ulated by
glu co s e e v e ry 3days afte r cultu re sfr o m 3 to 9daysL
Insulin sec retio n(〟 U/ml/3days)
G lu c o 翌
C O n C e ntratio n
Cultu r edays
3 6 9
100mg/100ml 485± 1 22(24) 452 ± 206(別) 4 56 ± 108(24)
450mg/100ml 1518± 511(24) 1351 ± 375(24) 1425± 386(別)
Allvalu e s e xpre ss ed a sMe a n± S . D. (N).
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diuIⅥ を用 い て も , 分離直後の ラ 島 より 1 ～ 2週間培
養 したも の の 方に , よ り多く の in stllin 塵生能が 測定
され た (Table2, 1) 2 ))｡
さ ら に Eagle
'
s M E Mの glu c o se l OOmg/dR群と
300昭/de群 を比較す ると, 前者の ins ulin分泌 は109.6
士20. 恥 U/mゼ (分離直後), ほ5.6±35.2〟U/mゼ (1週
間培養), 182.5±43.恥 U/m里 (2週間培養) で ある の
に 対して , 後者の それ はそ れ ぞれ 211.2士20. 餌 U/舶 ,
388･ ±57.3〃 U/mゼ, 388,0土50. 毎 U/mゼで あ り高濃
度の glu c o s eに お■い て約 2倍以 上 の in s ulin 産生量
の 増加 をみ た (Table2, 1) )｡
Kr ebs･R inger bic a rbo n ate に お い ても 同様で , gIu･
C O Se60mg/deの in s ulin分 泌は, 52.2士18.2FLU
(分離直後), 73.8±24.3〃 U/舶 (1週間培養), 120.8
士21.6pU/mE (2週間培養) で あ るの に 対 して ,glu c-
O S e300mg/dg群 の それ は, それ ぞれ 368.5±45.4〃U /
Table 2･ Stim ulating e 飴 ct ofglu c o se or glu cago n o nin sulin s ec retio n
fro m℃ ultu r ed islets of La ngerha n s.
1)in Eagle
'
s M E M
Exp. 1
In c ubatio n m ediu m In s ulin s e c retio n(LLU/ml/9 0min)in Eagle
l
s M E M
Glu c o se(10 mg/100ml)
Glu c o se(300mg/10ml)




155. 6 ±35. 2(9)
(1.00)





388. ± 57. 3(8)
(2,50)
388. 0 ± 50. 4(8)
(2. 13)
In c ubation m ediu m In s ulin s e c retio n 払 U/ml/90mirL)in Eagle
,
s M E M
at isdIation 1 w e ek c ultu re 2 w e eks cultiユr e
G lu c o 監(100mg/1 00ml)
●垂三.
●■● 諸員 .




134. 3 士 亜. 8(8)
(1. 00)





396. 0 士53. 2(10)
･(2.95)
429.8 ± 56.8 (10)
(2.68)
2)in Krebs - R inge r bica rbo n ate
In cdbation mediu m ■In s ulin se c retio n 山 U/ml/9 0 min.)in K RB
Glu cos e(60mg/1 00mり
G luc o se(300mg/100ml)
G ltlC α妃(00mg/10 0血)




. 2(1 0) 73. 8± 24. 3(10) 1 20.8 ± 21.6(8)
(1. 00) (1,00) (1.00)
36 8.5 ± 45. 4(10) 4 03. 9 ± 5 0.6(10) 5 35. 9 ±76.4(8 )
(7.06) * (5. 47) (4. 44)
1 36.2 ± 2.8(10) 189.8 土 31.9(10) 252. 5 ±4 6.5(8)
+Gl■uc agon(10ルg/mり (2. 61)* * (2.5 7) (2.09)
Allv alu es e xpre ssed as M ea n士 S . D. (N)
☆ ratio s(glu c o selOOmg/glu c o se300mg)
☆☆ r atio s(glu c o selOOmg/glu c c6 elOOmg + gl11 C agO nlOLLg)
* ra tio s(glu c o se60mg/glu c o se 300mg)
* * r atio s(gluco se 60mg/glu c o se60mg 十 gl11C agO nlOLLg)
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Ⅰ叱 403.9 士50. 毎 U /m且, 535.9 ±76.4〃U/m盈で あ り,
glu c os e6 0mg/dR群 よ りも 300mg/dR群 に 有意 の 羞を も
っ て その 分泌値の増加 をみ た (Table2, 2) )｡
一 方, glu c agon に 対す る反 応を みる と, 分離直後,
1週間お よ び 2週間培養の ラ島を用 い ,Eagle
'
s M EM
(glu c o s elOOmg/d£を含有) 単独で の in s ulin 分泌 を
測定する と57.5±29.3〟U/舶 (分離直後),134.3土44.8
〃U/m〟(1週間培養), 160.3±47.3〟U /mゼ (2週間培
養) の債 を示 した｡ しか し, glu c ago nl O〃g/m恩を添
加す るとin s ulin 分泌は, それ ぞれ 206.0土39. 毎 U/
舶 , 396.0±53.2/ノU/mゼ, 429.8±5 6. 恥 U舟ゼと なり
glu c ago n 刺激に よ く反 応し, in s ul in分泌の約 3 - 4
倍の 増加を認め た (Table 2, 1 ))｡
Kr ebs-Ringe rbic a rbo n ate の 場合も 同様で Kr ebs
Ringe rbic a rbo n ate(glucos e60mg/dR含有) に glu -
C agOnl Opg/mRを添加 した場合の in sulin 分蘭 は, そ
れ ぞれ 136.2 士22. 餌 U/mゼ( 分離直後), 189.8±31.9
〃U /m色(1週間培養), 252.5士46.5〟U/舶 (2週間
培養) であ り, Krebs-R inge rbic arbonate 単独群の




Dulbe c c o培地の gluco se濃度 100mg/dE及 び 450
mg/deと して単離ラ島 を培養 し, in s ulin 塵生量 を比較
した｡ glu c o s e45 0mg/d且培地 は, 100mg/dE培地 に 比し,
約1000jLU/m£高い insulin 分泌の増加 を みた｡ 更に 1
週間培乱 2週間培養ラ島 に つ き , glu c o s eお よび
glu c ago n 刺激に よ る分泌実験 を Sho rt tim ein c uba -
tio n で 行な っ た と こ ろ, 分離直後と同様 に よ く それ ら
に 反 応 し, glu c os eまた は glucagon の濃度に も よる
が, in sulin 分泌能 の 約 2 ～ 4倍の増加を み た｡ した
が っ て, 1 ～ 2過培養ラ島も分離直後 の ラ島に殆ん ど
匹敵す る in stllin 分泌能 を保持 して い る と考え られ た｡
札 培養 ラ島の 同種移植実験
培養ラ島 は in viv o に 移植 した場合 in s ulin の 生
合成能を発揮す るか 否かが本研究の 最終的な 目的で あ
る｡ そ こで Str eptO Z OtO Cin誘発糖尿 ラ ッ ト を用 い ,
培養ラ 島の 門脈内移植実験 を行な っ た｡
1 . 実験材料 な らび に 方法
1) 培養ラ島の採取
m ulti-dish tr ay で 2週 間培養した ラ 島を毛細管 ピ
ペ ッ トを用 い , 双 限 実体顕微鏡下で採取 しH a nks 液
を入 れ た シ ャ ー レ 内 へ 収容し, 移植用 ラ 島と した｡
2) str epto z oto cin 糖尿 ラ ッ トの 作成
体重150- 450g の W ista r系雄 ラ ッ トに StreptOZO ･
to cin 65mg/kgを尾静脈より 静注 し糖尿 ラ ッ トを作成
した｡ 静注後 は m etabolic c age に 収容 し, 血 糖, 尿
糖, 尿量 , 体重を測定 した｡ 血糖は, 24時間絶食後,
眼 裔静脈革 へ ヘ マ トク リ ッ ト管刺入 に よ り血液 を採取,
glu cos etest Wako の 除蛋白法に よ り測定 した｡ 尿糖
も 同様 に24時間尿 の 一 部 を用 い て 測定 した｡
3) 培養ラ島の 門脈内同種移植
シ ャ ー レ 内に 集められ た 2週間培養ラ 島300～ 400個
を27G鈍針に て 1 舶 ディ ス ポ注射器 に 吸入 し全量 が1
mゼ以内 に な る よう に した｡ 吸入 後27 G皮下針 に変 えた
後, r e Cipie nt 糖尿 ラ ッ ト を エ ー テル 吸入麻酔下 に て
開腹, 門脈を露出 した｡ 門脈本幹内へ 培養ラ島300～
400個を摩擦注入後, 綿棒また はガ ー ゼ に て数分 間圧
迫, 止血 を確認 した後開腹 した｡ impla ntatio n 終了
後は m etabolic c age に 収容 し諸検査 を行な っ た｡ な
お , 免疫抑制剤は投与し なか っ た｡
2 . 実験結果
1) N or m al Co ntroIs
7 匹の 正常 ラ ッ トの 血 糖, 尿量 , 尿糖を測定 した｡
血 糖80.0 ～ 104.1 Elg正一ゼ (89.4±7.5), 尿量 9.8 - 20.3
mE/day(14 .6土 3. 1) 尿糖 0-3g/day 以 下であ っ た｡
2) D iabetic Co ntr oIs
30 匹の C O ntr Ol 群 を作成 した｡
i) 血 糖 :str epto z oto cin 注射後 1週間以内に10 匹
が死 亡 した が , 1過日の 血糖 200mg/dゼ以上 を示 した
もの は17 匹で あ っ た｡ さ ら に 7 匹が 4週まで に 死 亡し
たが , い づ れ も 400mg/d老以上 の 高血糖 を示 して い た｡
生存糖尿 ラ ッ トの follo w up で はい づれ も高血 糖 を
示 し正常化す る傾向は なかろた｡
f
ii) 尿糖: 血糖 200mg/dg以 上 を示 した ラ ッ ト に は
2.Og/day ～ 6.5 g/day の尿糖が み られ た｡
iii) 体重:str epto z oto cin注射後 1週目で 平均体重
の 減少率は11 .75%であ り, 4過日 で は17.6%と な り
漸次体重は減少す る傾向 に あ っ た｡
3 )Diabetic Re cipie nts
diabetic r e cipie nt r atと して,まず16匹に Str ePtO Z Ot-
o cin を投与 したが 1遇以内 に 8 匹が死 亡 した｡ 残り 8
匹 中, 1週間後の 血 糖 30mg′/朗 以上 を示 した もの は
4 匹で あ っ た｡ そ こ で, これ ら 4 匹に 培養ラ 島の 門脈
内移植実験を行 な っ た｡
4) Intr apo rtal Im pla ntatio n
i) r e cipie nt r at の経時的推移
a
.
No.4 r at :str epto z oto Cin 糖尿ラ ッ ト1 週目
(血糖 416.2mg/d色)に 培義ラ 島 400個 を移植 した ｡ 移
植後1週間で 血糖値は 145.2mg/(igと著明 に 下降 した
が, その 後は 110mg/d〟前後で 5週ま で 経過 し, 7遇
以後 は正 常値 を示 した｡ 移植 前, 尿糖 9.4g/day, 尿
量 10 紬e/dayと高値 を示 し たが, 移植後2過日よ り ほ
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ぼ正 常値 とな っ た｡ 体重は Str eptO Z OtO Cin 静注後1 0.5
%の減少を示 したが, 移植後1 過日 に は StreptO Z OtO C･
in 静注前 に 回復 し, 以 後漸次増加 した (Fig.3, 1 ) )｡
b
.
No.6rat :str epto z oto cin 糖尿 ラ ッ ト1遇
(血糖 326.8mgノ〔iゼ)に培養ラ 島40個を移植 した｡ 血 糖
は1過 ～ 3 遇ま で161.5 - 145.4Ing月食 と十分 な下降 を
認め なか っ た が,5過日よ り正常値 を示 した｡尿量は移植
前89mゼ/dayと 高値で あ っ た が 2 過日よ り正常値 を示 し,
尿糖 は3週目 で 0.5g/dayで あ っ た が 4 過日よ り正 常
値とな っ た｡ 体重 は 3 週目-ま で増減 をく り か えした が
4 週目よ り増加傾向が み られ た (Fig.3, 2 ))｡
C . No.10r at :str epto z oto cin 糖尿 ラ ッ ト1 過 日
( 血糖 348mg/叫 尿量56me/day, 尿糖 5.8g/day)に
培養ラ島 400個 を移植 した ｡ 1週目よ り血 糖, 尿量 ,
尿糖 は正 常値 に 回復 し, 以 後の 経過 に お い て も変化 は
認 めな か っ た｡ 体重 は1 週目ま で に23,7%の 減少 を示 し
たが , それ以 後漸次増加 し 6過日 より streptozoto cin
静注前の 体重 とな っ た(Fig. 3,3))｡ 移植 8週目に 屠殺
し肝標本 を作製 した｡
d . N().7r at :StreptO Z OtO Cin 糖尿 ラ ッ ト1週目 ( 血
糖 320mg/〔ie, 尿量70me/day, 尿糖 7.2g/day)に 培餐
仙 ●k ■ ▲J 【O r t l■n 義一l▲ 凸 t■ t 1 0n
ラ島 300個 を移植 した｡ 血糖は 4 週日まで 漸次減少し,
尿量 は 1週日よ り正 常値 を示 した ｡ しか し, 尿 糖は 1
週目 よ り減少を みた も の の 正常値と は い えず4 週目ま
で1.0 - 1.8g/day で あ っ た｡ 5過日に 入 ると血 糖'310
mg/dE, 尿 量58me/day, 尿糖 4.8g/day と再 び糖尿
病状態と な り,以 後の 経過に お い ても正 常値に 回復 しえ
な か っ た｡ 体重 はStreptO Z OtO Cin 注射後減少す る の み
で あ り, 8過日 に は32.9%の 減少と なり , その 後死 亡
した (Fig,3, 4 ))｡
ii) r e cipie nt 肝の 組織学的所見
r ecipient ラ ッ ト (No.10, No.7r at) の 肝を摘出し,
中性干渉ホル マ リ ン固定後5m m間隙の全肝ブロ ッ クを作艶
R E染色, A F染色( 藤田変法)に て組織学的検索を行っ た｡
門脈内移植24時間後 の 肝で は移植ラ島は小葉間静脈内に
塊状 に 存在 し, 胞体内顆粒 は正常で細胞の萎縮または破
壊像 を認め なか っ た｡ また ラ 島の 周囲に は少数の リンパ
球 を散見す るの み で あ っ た(P boto. 17)｡ 移植 8過後 の
肝 (No,10r at) で はラ 島は高度 に 萎縮し, 周 囲は fib-
r obla st, epitheloidcellに よ りと り か こ ま れ てい た｡
し か し, 中心 部の 細胞で は顆粒 をも つ 胞体 が数個残存 し
(P hoto ･18) その 顆粒は A F染色で も 紫色 に染色さ れβ
















Fig･ 3. T he r ape utic effe ct of islets of Lange rha n str nspla nted afte r2 w e eks c ultu r e o n str epto z oto cin･
in du c ed diabetic rats. 1) No. 4r at 2) No. 6r at 3) No.10rat 4) Na7r at
単離ラ ッ ト膵ラ島の 長期培養における形態学的観察と生物学的械能練持に つ い て 飢
細胞の存在を示 した｡ 移植5過日よ り再び糖尿病状態 を
呈した ラ ッ ト(恥 7r at)の 移植8過後の 肝組織所見 は
小葉間静脈, 中心 静脈 , Sin us oid は高度 に 拡張し内脛
に 血液を充満させ て い た｡ う っ 血 した 中心静脈お よ び小
葉間静脈周囲に は多数の単球お よ び リ ン パ 球, 少数の
好申球の 浸潤を み, im m u n ologic al r eje ctio n が 生じ




2週間培養保存の ラ島300- 400個を 4匹 の StreptO Z O-
to cin 誘発糖尿ラ ッ トの 門脈内 へ 同種移植 した｡ 移植
後1週目で著明に 糖尿病状態は改善 され , そ のう ち 3
匹は 8週日 まで正 常値 を維持 し, 糖尿病状態よ りの 回
復をみ せ た｡ 移植 され た ラ島の ins ulin 産生能力は維
持され , 長期間その 機能 を発揮す る こ とが判明 した｡
しか し, ラ島同種移植 にお い ても , No.7rat に み られ
た ごと く,im m u n ol gic alreje ction が お こ り, 糖尿病
再発の ありうる こ とが 示さ れ た｡
綜培 およ び考察
膵移植 は血管吻合を必要とす る 全臓器移植と血管吻
合をと も なわ な い 膵組織の impla ntatio n の 2 つ に 大
別す る こ とが で き る
16)ユ7)
｡ 血 管吻合 を必 要とす る移植
法は手技的に も難 しく, 膵炎, 膵液療, 出血等の合併
症 をき た しや す く, 一 定期間しか そ の 効果が発挿でき
ない と い う 難点がある
18)19)
｡
一 方, im pla ntatio n に よ
る移植 は手技的に も 簡単で あ り, 膵 内分泌組織の移植
を考 える際に 興味あ る方法と い え る｡ こ の im pla nta-
tio n に よ る移植 は新生児, 胎児の ラ ッ ト, ハ ム ス タ ー
膵の車丸, Che ek po u ch , 皮下 へ の im pla ntatio n
4)20)21)
あ るい は培養され た ラ ッ ト胎児膵の 前眼房, 腹腔内,
腎被膜 へ の im pla ntatio n 等
22)23ミ種々検討され て き
たが , 十分に その 効果 を発揮 しえ ず, そ の原因は共存
する外分泌組織 に あ る とい わ れ て い る｡ こ の 間に, 純
粋に ラ島の み の分離が 可 能とな り
7ト9)
, こ の ラ島
impla ntatio n が膵移植の 有力な手段と な っ て き た
1O)
｡
そ こ で, 本研究に お い て ラ島を体外 に取 り 出したの ち
も , 生 体内に お ける と同様 な内分泌機能 の発揮を期待
で き る器官培養保存法 を試み , 培養保存が 可 能か否か,
培嚢ラ島の 内分泌機能 は強く維持さ れ て い るか否か,
培養ラ島の 糖尿 ラ ッ トへ の 移植お よ びそ の 治療効果は
可能 か 否か を究明す る こ と を目的と した｡
ま ず, ラ島の 分離 は fre e-ha nd mic r odiss e ctio n
m ethod 7) と c o11age n a s edige stio n method
8)9)
に
大別さ れ る｡ 前者は, 機械的に ラ島を取 り出すた め酵
素に よる ラ島の変化や影響が少 ない と され て い る が,
技術 軌 こ難法であ り大量の ラ島 をう る こ と が でき ず,
せ い ぜ い 1匹あた り30個前後である とい う｡ 一 一 方 , CO-
11age n a s e法 は, 技術的に 容易で あ り 一 度 に ラ ッ ト1
匹 あ たり200- 300偶の ラ島が得られ る利点がある｡
C O11age n a se法 を成功させ る に は, まず至適 な C Ollag-
e n a s eを使用す る こ と, C Ollage n a s eの 濃度, 消化時
間と温度, 振 とうの 程度が問題と なる｡ La cy ら9)は
C Ollage n a s e濃度50- 60mg/ 5m£ Hanks 液で20分間
inc ubatio n し, 仁木ら
24)
は C Ollage n a se濃度60mg/ 3
mA Ha nks 液と し m agn etic stir re rを用い て消化時
間 を10- 13分 と短縮さ せ て い る｡ 著者
25)
は, COlage n･
a s e濃度40mg/ 5m£ Ha nks 液と して15～ 20分間, 37
℃ in c ubato r 内で150- 200回 /分の 振とう を行な い ,
1匹 のラ ッ ト より 200個前後の ラ島 を得る こ と が でき
た ｡
次に , 哺乳動物 の 膵臓器官培養の歴史をみ る と,1954
年 C be n26)が ラ ッ ト胎児膵 を液体培地で10日間培養し,
形態学的に観察し た こ と に始まる｡ 1956年 Co als o n
ら
27)
は培地中の insulinを bio a ss ay に よ り証明 し,
そ の後 Tr o w ell, La z a r o w, M u rr ellら に よ り, in
vitro に お い て も in s ulin の生合成お よび放出の 行な




家兎膵を15 日間器 官培養 し, 光学, 螢光, 電子頗微鏡
で観察す ると と も に培地中に 含まれ る ins ulinを測定,
少なくとも 6 - 9 日間, 膵β 細胞 はその機能を維持 し
て い る と報告 した｡ これ ら の培養法は, 膵組織細切片
の 器官培養で あ るが , そ の後の C Ollage n as edige stio n
m ethod の開発 に よ りラ島の みの培養 へ と発展 した 8)｡
一 方, 膵細胞 レ ベ ル で の 培養であ る単層培養 と して
は H ilwig ら
36)
の ハ ム ス タ ー 膵, Ma c chiら
37)
の 新生






ッ ト新生児膵 の 培養があり, 最近で は, 高木41), La cy
ら
42)
の成熟 ラ ッ トラ島の 単層培養法と発展 して お りin-
S ulin 分泌の研究に おお い に敢献 してい ると い えよ う｡
著者の 培養の 目的は, 将来の 移植を目的と したも の で
あり, こ の 点 を考慮 に 入れ る と単離ラ島培養保存が最
適と考 えられ た ｡






Ande rs s o n46)
,
Kostia n o v sky ら
47)
に よ り行なわ れ て
い る｡ Mo skale w ski
8)
は, 時計皿 培養 に よ りモ ル モ
ッ ト膵単離 ラ 島の 長期培養に 最薫別こ成功 して お り, 培
糞ラ島の 形態に つ い ても 検討 を加えて い る｡ そ れ に よ
る と, β 顆粒は培養経過と とも に 減少し, glu co se 濃
度の 高い 時ほ どその程度は大き い と してい る｡ しか し,
池上45)は glu c o s e濃度の 増加に とも ないβ 額粒 の 含有
量 が 変化 す る こ と は な い と して お り , 著者の 培養
に お い て も , 培 義経過 と と も に β 顆粒 が明 ら か に
82 小
減少す る こ と は 認め 得 な か っ た ｡ 高 木 ら43)は mic-
r oplate を用 い て75 日間の長期培養 に 成功 してお り,
培地中に は12000～ 19000fLU/m2の in sulin が 分泌され ,
ラ島の細胞 も電顕的に その 微細構造が よ く保たれ て い
たと報告 し てい る｡ また, Ko stian ov sky ら
47)
は成熟
ラ ッ トの 単離 ラ島を用 い て15 日間培養 を行な い , 細胞
損傷お よび壊死は少な く, glu c o s e刺激 に お い て も
glucose lOOmg/d£よ りも glu c os e300mg/d£の場合 に
ょ り多くの insulin 分泌をみ た と し, Ander ss o nら
46)
も N M RI･ rn O u S eの単離 ラ島の12 日間培養後, 形態学
的に も機能的に も分離直後と差 は な か っ た と述べ てい
る｡ 更に 山崎 ら
48)
も 7 日間保存 の ラ島に つ い て, glu-
C O Se, glu ca gon お よ び各種消化管ホ ル モ ン添加時の
in s ulin 分泌能に つ き検討 を加 え, 保存 ラ島も新鮮ラ島
と ほぼ 同程度の insulin分泌能を有す る と して い る｡
著者の m ultトdish tr ay を用 い た 培葦 に お い て も ,
80 日間培地中に in sulin が 証明され , 培地交換も吸引
の みで技術的に も 繁雑で なく ラ島保存の 目的に か な っ
た実験系と考え られ る｡ 更 に , 位相差顕微鏡, ノ マ ル
ス キ ー 式微分干渉顕微鏡を用 い た形態学的観察で は分
離直後と著 しい 差異はみ られ ず, 4週間培養の A F染
色に お い てもβ 顆粒を確認す る こ とが で き た｡ 更に ,
か か る形態学的正常性の維持 に加 え, glu c o s e高漬度
添加群の培養にお い ても in sulin 分泌量の明ら か な増






して機能の 保持 を確認 し得 た｡ 培 養ラ島を用 い た Sbo-
rt tim ein c ubationの 実験で も Ko stian o v sky
47)
,
Ande r ss o nら
46)
の報告に み られ る ごと く, glu c o s e高
濃度添加鮮, gluc ago n 添加群 に insulin 分泌の 増加 を
認めた ｡ この 結果も培養ラ島の機能保持を示 し, 著者
の培糞法の妥当性 を示 す も の と い え よう ｡
堵襲ラ 島が 血 vitr oに お い て正 常に その 内分泌機能
を保持 して い る こ とばす で に 述 べ て きた が,in viv oへ
移植した場合も bsulin の 生合成が行 なわ れ るか どう
か は, 重症糖尿病 へ の治療 に つ なが る問題と して重要
な課題である｡
分離直後 の新鮮ラ島の 移植 に おい て は, 腹腔内, 皮
IO)51)- 60j
下,筋肉内, 皐丸内, 門脈内と種々 試み られ て お り
Ballinge rら
10)
は400～ 600偶の ラ ッ ト ラ島を腹腔内ある
い は筋肉内 へ 同系, 同種移植し, 糖尿病の改善 をみ,
移植ラ鳥の 除去に より再 び糖尿病状態に なっ たと して
い る
51)
｡ 同様 に Re cka rd
53)54)






53)も腹腔内移植を行 ない ,Ba r･
ke r ら に よれ ば12ヶ 月間正 常血糖値 を維持 しう る に は
1200個の ラ 島が 必要であると し た｡
1973年 Ke mp ら59)60)は Str eptO Z OtO Cin糖尿 ラ ッ ト
に対 し, 皮下, 腹腔内, 門脈内へ ラ 島の 同系移植を行
なっ て い るが, 400～ 600個 の 門脈内移植 で移植乳 血
糖値, 尿量 は正常と な り尿糖も み られ な く なり, こ の




ト ラ島の 同種移植 に お い て 糖尿病の 改善 をみ, 移植後
の glu c o s etole r an c ete st も正 常パ タ ー ン で あ っ た
と して い る｡
一 方, 培養 ラ島の移植に 関す る研究も最近散見さ れ







告が あ る｡ W ebe rら は新生児ラ ッ ト膵 ラ島の 同系移植
実験 に おい て, 新鮮ラ島お よ び Petri dishe s によ り24
時間培養 した ラ島の 両群 に つ き腹腔内移植を行な っ て
い る が , 移植後10 日目に 両群 とも糖尿病よ り 回復 し,
6 ケ 月間正 常値 を維持 し たと述 べ て い る｡ また,Boyle s
らも 2 週間培養ラ島 を腹腔内 へ 同種移植 した と こ ろ,
12ヶ 月間正 常値を堆持 し得た と し, さ ら に 山崎 らも 3
～ 5 日間の 保存 ラ島の 門脈内同種移植 に お い て, 移植
後1週間で著明 に 糖尿病状態は改善され , 6 - 8週 間
その効果は持続 した と報告 して い る｡
著者も また m ulti-dish tray で 2週間培養 したラ 島
300- 40研固を門脈内 へ 同種移植 を行な っ た｡ 門脈内移
植 を選択した 理 由は, 移植 ラ島の 個数が少な く ても 有
効 な移植効果が得 られ , 手技的にも 特に 難解で なく 完
全 な糖尿病 より の改善 が期待で き, さ ら に免疫学的に
み て肝 は, ho m ogra先 に と っ て有利な場所か も しれ な
い との 報告が み られ た か ら で ある
6 錮㌔ 結果は, 移植
後 1週間前後で糖尿病よ り の 完全な改善 がみ ら れ, お
お よ そ予 期通りであ っ た｡ この こ と は, 短期間の 培養
で も その 内分泌機能が分離直後の もの と変 らず, in
Viv o に 移植 した場合, 諸家の報告の ごとく , in s ulin
生合成能は維持さ れ, 長期間その 機能 を発揮 しう る こ
と を示 して い る｡ た だ, 糖尿病の 程度に よ り, そ の 完
全回復 と推持に は何個の ラ 島が 最低必要なの か , 個体
差 (例えば次に 述 べ る免疫学的排除反応 の 強さ な ど)
と関連 して検討 され る べ き で あ ろう｡
さ て, こ こ で , 移植 ラ島の re cipient ラ ッ ト肝 で の 経
時的変化が閉局 であ る｡ Ke mp ら60jは門脈内移植24時
間後の肝 に お い て は移植 ラ島は te r min al po rtal v e n･
ule に み られ , 10週後に お い て は グ氏神 の結合織中に
血管新生 をと も な っ て 存在 し, さら に18遇後 に お い て
も グ氏鞠の結合織中に 正 常のβ 細胞 が み られ たと し て
い る｡ Griffith ら
64)も 門脈内同系移植後 の肝の 形態学
的検索に おい て光顕的, 電顕的考察を加 え, 移植ラ島
を 200〃 以 下の 門脈枝に 認 めて い る｡ しか も, 移植後
2日 ま で のβ 細胞 は, 著明 な脱顧粒 を示 す が, 6 ～ 14
単離ラ ッ ト膵ラ 島の 長期培養にお ける 形態学的観察 と生物学的樺能維持 に つ い て 83
日 まで に は正常の 状態に 回 復し, 脱顆粒の 時期には小
胞体, Golgi 装置, 未熟 な顆粒が ふ えて い る と報告し
て い る｡ 木村ら
65)
も 同種移植後 3 ケ月 の re cipie nt 肝
の A F染色 にお い て グ氏鞠 に組織化さ れた ラ 島を確認
し, 免疫学的拒否反応の 所見はみ られ なか っ たと 述べ
て い る｡
一 般に ラ島は, 他の 臓器に 比 し抗原性が低 く, 免疫
反応が起 こ りに く い と考 えられ て き た
66)
｡ しか し, ラ
島の allogr aft, Ⅹ e n Ogr aftの 移植 に おい て正 常血糖 の
得られ る期間は期待に 反 して短か く54), しかも 免疫抑
制剤の 使用 に お い て も その効果の延長 を図る こ と はで
きな か っ た と の 報告 も少なく ない
53)67)68乞また ,W ebe r
ら
69)は, ラ 島のis ogr aft, allogr aft, X e n Ogr aft の 腹腔
内移植比較実験疋 お いて , alogr aft, X e n O訂 aft の 場
合移植後数日間 しか その 効果 を発揮 し得ず, 全膵移植
より む しろ早期に r eje ctio n が お こ りう る と して い る｡
更に , Ziegler ら
68)
も a1logr aft ラ島の 腹腔内移植 に
い て ラ島が紡織適合抗原 を有す る こ と を証明 した｡ 加
うる に Le o n a rd ら
70)
は腹腔内同種移植 に お い て 1 -
3過後に , You n o s z ai ら
71)は20日後 に r eje ctio nをき
た した例 を報告 し, ラ島の みの 移植 にお い ても 早期 に
拒否反応が起 こ り得る こ と を示 した ｡
著者の 培養ラ島の 門脈内同種移植 に お い ても移植後
5週目 より r eje ctio n を起した と み られ る 1例 をみ て
い る｡
以上 , 単離 ラ島の 器官培養に より , 長期間その 内分
泌機能 を維持 しつ つ 保存でき る こ と が明 らか とな っ た｡
さ ら に Str eptO ZOtOCin 糖尿 ラ ッ ト門脈内 へ 培養ラ島
を im pla ntatio n し, r e Cipie nt ラ ッ ト肝に ラ島を組
織化させ , か かる移植ラ島は長期間, その機能を発揮
しつ つ , ラ ッ ト糖尿病 の ほぼ完全な回 復を生 ぜ し めう
る こ と が確認 さ れた ｡ しか し移植を考 え 引凰 常に 問
題 と な る の は reje ctio n で あ り, ラ 島の み の 移植
に お い ても 最近重要視され , 著者の培養ラ島の 移植に
お い て も1, 2経験 さ れた｡ こ の reje ctio n の 問題に
関 して は, 培養 に よ り抗展性の減弱化 を期待 しう ると
の 見方も あ る12)72)が , こ の 間題は, 今後さ らに 解析さ
れ る必要が あ ろう｡
結 論
膵 ラ 島移植実験 の 一 項と し て, ラ 島の 長期保存は重
要課題の 一 つ であ る｡ 著者は器 官培養法 を 利用 して,




c ollage n a sedige stio n rn ethod に よ りラ ッ ト
膵の ラ島 を単離 し, m ulti･dish tray に お い て , 37 ℃ 5
% C O2 ･air で培養 した｡ 3 日間隔で培地交換 を行な
っ た と こ ろ, 少な くと も80 日間の 培養保存が可能で あ
っ た ｡
2
. 培養ラ島の 産生す る培地中の ins口Iin 畳 は, 常
に ほ ぼ 一 定値 を持続 した｡ 分離直後, 30 日培養, 60 日
培養の 各ラ島 に つ い て insulin 産生能を比較した が,
長期培養保存 に よ る in su血 産生能の 低下は ほと ん ど
認め られ ず, い づれ の ラ島も同程度の hs ulin を産生
した｡
3 . 単離ラ 島を培養に 移す と, ま ず損傷 した被膜の
修復と強靭化 が観察され たが , 4週間以上 の培養 で ラ
島中心部 に壊死 が 起こ り始 めた｡ し か し, それ 以 外に
大き な形態学的変化はみ られ なか っ た ｡
4 . 日 E染色ま た はA F染色 に よ っ て, 培養 4週目
の ラ 島の 組織学的観察所見 は, β 細胞額粒の 分 布状態
等 に お い て , 分離直後の もの と差異の な い こ と を確認
した｡
5
. 培養ラ 島の ins ulin 産生 機能 は培地申に 含まれ
る glu c o s e濃度 を 100mg/deか ら450mg/deにあげる
と,約3倍にin s ulin分泌が増加 した｡ 更 に gluc ago n を
培地 に添加 す る と, ins ulin 分泌は 一 層増強さ れた ｡ こ
れ らの こ とか ら, 培養ラ島は, 培養 の長期に わた りそ
の機能が十分保持 され て い る と結論でき る｡
6 . 2週間培養の ラ島300～ 400個を StreptO ZOtO Cin
糖尿ラ ッ トの 門脈内 へ 同種移植 した と こ ろ, 4 匹の
r e cipie nt は1週間前後で完全に 糖尿病よ り回復 し, 8
過 まで正常値 を維持 し得た｡ しか し, 1 匹に お い て 糖
尿病の 再発が起 り, 移植 ラ島の 免疫学的拒否反応が問
題と して残 っ た｡
本論文の 要旨は第3 回臓器保存研究会, 第12 回日本移植学会
総会に お い て 発表した｡
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授, 金沢 大学痛研究所ウイ ル ス 部波多野基 一 教授に 心か ら感謝
致 します｡ また本研究に 直接御指導, 御助言い ただきま した中
川庶儀三助教授, 森個 修行博士, 秋本龍 一 博士 に 感謝の意を表
しま す｡ さ らに 組織学的検索に 御指導い ただき ました金沢 医科
大字第2病理教室三傑昌子講師ならびに 特殊染色に おい て多大
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Expla n atio n of photograph
P hoto . l. H istological e x a min atio n of sw all･
e n pa n c rea s afte r injectio n with Ha nks s ol･
utio n a nd islet of Lange rha n sin ce nte r a re a.
(He m ato xylin e o sin , Mag. : 62.5×)
P hoto . 2. Histologic al e x a min atio n of islet of
La nge rha n s. (A ldehyde fu chsin , Mag. : 1 2 5×)
P hoto . 3. Islets of Lange rha n sis olated by
C Ollage n a s edigestio n. m agnifl C ation : ×1 2 in
da rk 貝eld.
P hoto . 4. Islet of La nge rhan s at is olatio n.
( Mag. : 1 0 0×)
P hoto . 5. Islet of La nge rha n s c ultu red fo r l O
days. (Mag. : 1 0 0×)
P hoto . 6. Fu s ed islets of La nge rha n s at l O
days c ultu r e. (Mag. : 1 0 0×)
Photo. 7. Islet of La nge rha n scultu red fo r 3 0
days . (Mag. : 10 0×)
Photo. 8. Islet of Lange rha n s c ultu r ed fo r 5 0
days. (Mag. : 1 0 0×)
P hoto. 9. Islet of La nge rha n s c ultu r ed fo r70
days with cells mas s es liking a s m all islet.
(Mag. : 5 0×)
P hoto . 10. Magni丘c atio n of c ells m asse s lik
-
ing a islet of La nge rha n s･ (Mag･ : 1 0 0
×)
Photo . 1 1. Islet of La nge rha n s at is oldtio n
by pha s e c o ntra st micro s c ope . (Mag･ : 31･2 5
×)
P hoto. 1 2. Islet of La nge rha n s atisolatio n by
diffe re ntial inte rfe r e n c emicros c ope. (Mag･ :
31.2 5×)
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P hoto . 13. Islet of La nge rha n s c ultu red fo r
4 w e eks. (P ha s e c o ntra st mic r o sc ope, Mag. :
1 2 5×)
Photo . 14. Islet of La nge rha n s c ultu red fo r
4 w eeks. (Diffe r e ntial irlterIfe ren c e mic r o sc ope ,
Mag . : 1 2 5x)
P hoto . 1 5. He m ato xylin e o sin stain of islet
Of La nge rha n s at is olatio n. (Mag. : 3 1.2 5×)
Photo . 1 6. Aldehyde fu chsin stain of islet of
La ngerha n s afte r 4 w e eks cultu r e. (Mag. :
1 2 5×)
Photo . 1 7. Histology of islet of La nge rha n s
24 ho u r s afte r tra n spla ntatio n into the rat
liv er. (He m ato xylin e o sirl, Mag. 1 2 5×)
Photo . 1 8. Histolog y of re cipie nt rat liv e r8
W e eks afte rinje ctio n of islets into the po rtal
V ein . (He m ato xylin e o sin , Mag . : 1 2 5×)
P hoto . 1 9. Histolog y of the liv e r, No 7, in
the c a se of r e c u r re nt diabete s. (He m ato xylin
e o sin , Mag. : 125×)
A bstr act
Islets of La ngerha n sfro m a n adult W iste r ra t w ere isolated by collage na se
techniqu ea nd c ultured in an air -C O2(9 5-5 %)inc ubato rat370c ･ Tw o isletsin e v e ry
W ellof rnulti- dish tra ysw ere c ultu red with l ml of Dulbe cc om odified Eagle
▼
s
m ediu m･ S up Ple m e nted wit h 2 0 % bo vine fetal s er u m, StreptO myCin(1 0 0LLg/ml)a nd
Pe nicillin G (1 0 0U/ml)･ T he cultu re rn ediu m was excha nged e v ery 3 days a nd the
a m o u nt ofin s ulin releas edinto the m ediu m w as m easur ed by Phadebas insulin test.
T he c uitur ed islets w e r e e x amin e`d fo r his tology and m orpholog y, aS W ella s
their insulin s ecr etio n-Stim ulating s ubstan c e･ glucos e a nd glucago n. Furthe r m o r e,
t he po ssibility t hat t he se islets might m aintain their the rapeutic abilities in
StreptOZ OtOCin-indu ced diabetic rats w a sin ve s tigated.
The r esults w ere a sfollo ws;
l)Insulin c o nte nts of c ultur e^ m ed ium e xcha nged eve ry 3 days ra nged fro m
lO97 to 1 434 micr o u nit/ml/tw oislets du ring 8 0 days
･
cultu repe riod.
2) Cultur ed islets sho w ed de m onstrable re spo n s es of ins ulin sec retio n by
glu cos e a nd glucagon stim ulatio n.
3) No d istinct differ e n ce co uld be detected ･in the m orpholog ydu ring cultu red
Pe riod･ a nd β･gr a n ule s w er efo und to be intact histologically as lo ng as 4 w e eks
C ultu r e.
4) Diabetic r ats r ec eiving about 3 0 to 4 0 0cultur ed islets r ec o v ered fr｡ m
diabetic state within a w e ek afte rtranspla nt a nd m aintain ed n o r mal he alt hy level
fo r8 w eeks,
T he se r es ults indicated t hat islets r etained t heir activity ofin sulin secre tio n
du ring prolonged c ultu rein uitr oby ou r t e chnique sfor organ c ultur e and w e re
als o c apable of functio ning w he ntra n spla nted into ho mologu s recipient rats wit h
diabetes.
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